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Monoklonaler Antikorper zur selektiven immunologischen Bestimmung von intaktem Prokollagen 
Peptid (Typ III) und Prokollagen (Typ III) in Korpertlussigkeiten 



Prokollagen Peptid (Typ III) {P III P) ist das 
aminoternninale Propeptid des Koliagen (Typ III), 
das nach Sezernierung des Prokollagen (Typ III)- 
Moiekuls extrazellular abgespaiten wird. 
Prokollagen-Peptid (Typ til) seinerseits Ia/3t sich mit 
Kollagenase waiter zu Bruchstucken Col 1, Col 2 
und Coi 3 spalten, welche mit Hilfe von an sich 
bekannten proteinchemischen Methoden isoliert 
warden konnen (Nowack, H. et a!., Eur. J, Blociienn. 
70. 205 - 216 (1976). Bruckner. P. et al., Eur. J. 
BTochem. 90. 595 - 603 (1978)). 

Mit einer radioimmunologischen Bestinnmungs- 
methode, wie sie in der Europaischen Patentschrift 
Nr. 4940 beschrieben ist, kann die Konzentration 
dieses Prokollagen Peptids in Korperflussigkeiten 
bestirr.mt werden. Die Kenntnis der Serumkonzen- 
tration des Peptids eriaubt Aussagen uber die Akti- 
vitat fibrotischer Erkrankungen, wie z.B. der Leber 
[Rohde, H. et ai. Eur. J. Clin. Invest. 9, 451-459 
(1979)]. 

Eine exakte, setektive Bestlnnnnung von Prokol- 
lagen Peptid (Typ III) und Prokollagen (Typ ill) in 
Serum und anderen Korperflussigkeiten wurde in 
der Europaischen Patentanmeldung 289 930 vorge- 
schiagen. Dabei ist jedoch eine Reihe von Zentrifu- 
gationsschritten erforderlich, die den Einsatz dieses 
Tests im Routinelabor erschweren. Eine einfachere 
Handhabung eriaubt das Testverfahren des Immu- 
ncradiometric Assay (IRMA). Bei diesenn Verfahren 
werden zwei Antikorper verwendet, von denen ei- 
ner an einen festen Trager gekuppeit ist wodurch 
ein Fallungsschritt und damit ein Zentrifugations- 
und einige Pipettierschritte entfailen. 

Oberraschenderweise wurde nun ein monoklo- 
naler Antikorper gefunden, der mit einem Fragment 
des Prokollagen (Typ ill) reagiert. das bisher in der 
Geifiitrationschromatographie nicht als eigener 
Peak erkennbar war. In Kombination mit anderen 
monoklonalen oder polykionalen Antikorper mit 
Spezifitat fur Prokollagen Peptid (Typ III) und/oder 
Prokollagen (Typ ill) eriaubt dieser Antikorper die 
Bestimmung dieser Antigene mittels der IRMA- 
Technik. 

Die Erfindung betrifft somit: 

1. Einen monoklonalen Antikorper mit dem 
in Fig. 2 dargestetlten Reaktionsmuster gegenuber 
intaktem Prokollagen (Typ 111) und pN-Kollagen 
(Prokollagen, dem das C-terminaie Propeptid fehit). 
(Peak laK intaktem aminoterminaien Prokollagen 
Peptic (Typ III) (Peak 2a), Abbauprodukten des 
aminoterminaien Prokollagen Peptids (Typ III), die 
mit ihrem Molekuiargewicht zwischen dem des 
aminoterminaien Prokollagen Peptids (Typ 111) und 
dem des Col 1 liegen (Peak 3a), sowie Col 1 und 



Abbauprodukten des aminoterminaien Prokollagen 
Peptids (Typ ill) mit gleichem Molekuiargewicht wie 
Col 1 (Peak 4a). 

2. Eine Hybridoma Zellinie, die durch Fusion 
5 von Zellen aus einer Myeiom Linie und Lymphozy- 

ten von einem zuvor mit Prokollagen Peptid (Typ 
111) immunisierten Tier gewonnen wird und die den 
unter 1. charakterisierten Antikorper produziert 

3. Ein Verfahren zur Hersteilung des unter 1. 
w charakterisierten Antikorpers. 

4. Ein Verfahren zur quantitativen immunolo- 
gischen Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ 
III) mit dem unter 1. charakterisierten Antikorper. 

5. Eine diagnostische Zusammensetzung zur 
75 Feststellung der Prokollagen Peptid (Typ tI!)-Menge 

in Korperflussigkeiten, die aus einer wirksamen 
Menge des unter 1. charakterisierten monoklonalen 
Antikorpers alleine oder in Kombination mit ande- 
ren Antikorpern, insbesondere mit einer wirksamen 
20 Menge des in der Europaischen Patentanmeldung 
289 930 vorgeschlagenen monoklonalen Antikor- 
pers, im Gemisch mit einem diagnostisch annehm- 
baren Trager besteht. 

25 Im foigenden wird die Erfindung detailliert er- 

lautert, insbesondere die bevorzugten Ausfuhrungs- 
formen. Ferner wird die Erfindung in den Patentan- 
spruchen definiert. 

Zur Hersteilung der monoklonalen Antikorper 

3Q konnen Tiere, bevorzugt Nagetiere, wie z.B. Mau- 
se, Ratten, Kaninchen. Meerschweinchen, mit Pro- 
kollagen Peptid (Typ ill), das nach dem Verfahren 
des Europaischen Patents 4940 isoliert wurde, in 
Gegenwart von Adjuvans immunisiert werden. Be- 

35 senders bevorzugt werden Mause eingesetzt, ins- 
besondere sotche vom SJL Stamm. Mit wiederhoi- 
ten Sekundarinjektionen. beispielsweise im Ab- 
stand von 4 bis 8 Wochen, wird die Immunantwort 
verstarkt Der Erfolg der Immunisierung wird durch 

4Q Bestimmung der Konzentration von Antikorpern Im 
radioiogischen Bindungstest [R. Timpl und L. Riste- 
li, Immunochemistry of the extracellular matrix. H. 
Furthmayr Ed., Vol. 1, 199 (1982)] kontrolliert. Eini- 
ge Tage vor der Fusion der Lymphozyten mit einer 

45 Myeiom Zellinie werden die Tiere mit Prokollagen 
Peptid (Typ 111) ohne Adjuvans behandelt. Lympho- 
zyten der Tiere werden gewonnen und mit einer 
Myeiom Zellinie fusioniert. die ebenfails von einer 
der oben genannten Tierspezies stammen kann, 

50 vorzugsweise jedoch von der Maus, insbesondere 
mit der Zellinie P3X63AG8.653. Es werden vorteil- 
haft Lymphozyten mit Myeiom Zellinien gleicher 
Spezies fusioniert. Die Fusion und die weitere 
Zuchtung der Zellklone werden in einer dem Fach- 
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mann bekannten Weise durchgefuhrt, wobei im 
Uberstand der Zeilkulturen mittels immunologischer 
Bindungstests die Konzentration spezifischer Anti- 
korper bestimmt wird, Aus den aus diesem Verfah- 
ren hervorgehenden Zellkionen wird ein Klon fur 5 
die Verwendung im IRMA ausgesucht. Besonders 
bevorzugt wird mit einer Zellinle gearbeitet, die 
durch Fusion von Lynnphozyten aus Prokoilagen 
Peptid (Typ ill)-imnnunisierten Mausen des SJL- 
Stamms mit der Maus Myelom Zellinle io 
P3X63AG8.653 hergestellt wird und einen monokio- 
nalen Antikorper mit dem in Fig. 2 gezeigten Reak- 
tionsmuster produziert. Diese Zellinle wurde am 
2.3.1988 unter den Bedingungen des Budapester 
Vertrags bei European Collection of Animal Cell is 
Cultures (ECACC), PHLS Centre for Applied Micro- 
biology and Research, Porton Down, Salisbury, 
SP40JG, U.K. mit der Nummer 88030202 hinter- 
legt 

Die erfindungsgemaflen monoklonalen Antikor- 20 
per gehoren in die Klasse der IgG-. IgM- und IgA- 
Proteine. Antikorper der IgG Klasse, insbesondere 
der Subkiasse lgG2b, sind besonders vorteiihaft 
einsetzbar. Verdeutlicht werden die Eigenschaften 
der monoklonalen Antikorper anhand des aus der 25 
Zellinle ECACC 88030202 gewonnenen monoklona- 
len Antikorpers PIMP 226, wenn die im Serum 
vorhandenen Antlgene uber Geifiitrationschromato- 
graphie nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt 
werden und die Fraktionen der Chromatographie im 30 
Radioimmunoassay eingesetzt werden. In Fig, 2 ist 
das Elutionsprofil der Gelfiltrationschromatographie, 
wie es der monoklonale Antikorper PIIIP 226 zeigt, 
im Vergleich zu dem Elutionsprofil, wie es poiyklo- 
nale Antikorper aufweisen, gezeigt. Peak 1/1 a ent- ps 
spricht intaktem Prokoilagen (Typ III) bzw. pN-Kol- 
lagen (Typ ill). Peak 2/2a entspricht intaktem ami- 
notermlnalen Prokoilagen Peptid (Typ III) und Ab- 
bauprodukten hiervon mit ahnlicher Gro/3e. Im 
Peak 3a werden Abbauprodukte des Prokoilagen 40 
Peptids (Typ III) erfa/3t, die im Chromatogramm 
einen klelneren Peak ergeben als Prokoilagen Pep- 
tid (Typ III) jedoch einen deutlich gro/3eren als Col 
1 aufweisen. Das Molekulargewicht der Abbaupro- 
dukte liegt also jeweils zwischen ca. 45.000 45 
(Prokoilagen Peptid) und ca, 10.000 (Col 1). Der 
Peak 4/4a entspricht Col 1 sowie Abbauprodukten 
des aminoterminalen "Prokoilagen Peptids (Typ 111) 
mit glelchem Molekulargewicht wie Col 1. Es zeigt 
sich, da/3 die Antigenfraktion. die bei der Analyse so 
mit polyklonalen Antikorpern mit erfa/Jt wird und 
das Molekulargewicht des Abbauprodukts Col 1 hat 
bzw. Col 1 ist, von dem erfindungsgemaBen mono- 
klonalen Antikorper deutlich schwacher erfa/3t wird. 
Der erfindungsgema/Je monoklonale Antikorper be- 55 
sitzt also eine spezifische Wirkung gegen eIn Epi- 
top des aminoterminalen Prokoilagen Peptids (Typ 
III), das in Coi 1 nicht vorhanden ist. Ferner wird 



ein Teil der Antlgene, die von polyklonalen Antikor- 
pern im Peak 2 erfaBt werden, vom Antikorper PIIIP 
226 nicht erkannt, so da/3 an der Position des 
Peaks 2 mit dem Antikorper PIIIP 226 zwei Peaks 
(2a und 3a) erkennbar werden. Der Peak 3a wird 
mit dem in der Deutschen Patentanmeldung vorge- 
schlagenen Antikorper PIIIP 296 ebenfails nicht ge- 
funden. 

Fur die Herstellung der erfindungsgema/3en 
Antikorper ist es wichtig. da/3 eine geeignete Quelle 
zur Gewinnung des Antigens zur Verfugung steht. 
Wie schon erwahnt, wird humanes oder tierisches^ 
hochgeretnigtes Prokoilagen Peptid (Typ III) vorteii- 
haft nach dem Verfahren des Europalschen Patents 
4940 isoliert, indem Gewebe oder pathologische 
Kdrperflussigkeiten mit Kollagenase abgebaut wer- 
den und das Prokoilagen Peptid aus der Reaktions- 
losung abgetrennt und durch Komblnation von 
chromatographischen Methoden und/oder Immun- 
adsorption gerelnigt wird. 

Der erfindungsgema/3e monoklonale Antikorper 
kann in verschiedenen immunologischen Verfahren, 
einschllefllich aller Formen des Radioimmunoas- 
say, z.B. sequentielle Sattigungsanalyse oder 
Gleichgewichtsanaiyse sowIe in anderen kompetiti- 
ven und nicht-kompetitiven Bindungsassays, wie 
Fluoreszenz-, Enzym-. Chemilumtneszenz- oder 
anderen Immunoassays verwendet'werden. Er ist 
vor allem zum Einsatz in Sandwichverfahren bei 
Immunosorbentassays geelgnet. Der monoklonale 
Antikorper kann daher in immunologischen Verfah- 
ren zur Isolierung und Charakterisierung sowie zur 
quantitativen Bestimmung von Prokoilagen Peptid 
(Typ III) in Geweben und KorperflLissigkeiten ein- 
gesetzt werden. Man verfahrt nach dem Fachmann 
an sich bekannten Methoden, vorteiihaft indem eine 
flussige Probe, die Prokoilagen Peptid (Typ 111) 
enthalt, mit dem erfindungsgema/3en monoklonalen 
Antikorper, der an eine feste Matrix, die vorzugs- 
weise aus Kunststoffmaterial besteht, insbesondere 
Kunststoffrohrchen, gekuppelt Ist. zur Reaktion ge- 
bracht wird und die Menge des Prokoilagen Pep- 
tids (Typ 111) durch Bindung von polyklonalen oder 
eines zweiten monoklonalen Antikorpers, bevorzugt 
des in der Europalschen Patentanmeldung 289 930 
vorgeschlagenen monoklonalen Antikorpers, der 
mit einer radioaktiven oder sonstigen Marklerung 
versehen ist, bestimmt wird. Dieses Verfahren kann 
auch durchgefuhrt werden, indem polyklonate oder 
monoklonale Antikorper, insbesondere der in der 
Europalschen Patentanmeldung 289 930 vorge- 
schlagene monoklonale Antikorper, an eine feste 
Matrix gebunden und mit dem Antigen zur Reak- 
tion gebracht werden, wobei dieses Antigen dann 
durch Bindung des markierten erfindungsgema/3en 
Antikorpers quantltativ bestimmt wird. Bel diesen 
Methoden splelt es keine Roile, ob das Prokoilagen 
Peptid (Typ 111) noch mit dem Aminoterminus des 
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Prokoliagen (Typ 11!) verknCipft ist Oder nicht. Die 
bislang bei der immunologischen Bestimmung mit- 
teis polyklonaler Antikorper storenden Degrada- 
tionsprodukte des Prokoliagen Peptid (Typ III), Ins- 
besondere das Col 1 » werden von dam beschriebe- 
nen Testsystem nicht miterfaflt. 

Der in der Europaischen Patentanmeldung 289 
930 vorgeschlagene monoklonale Antikorper zeigt 
das in Figur 3 dargestellte Reaktionsmuster gegen- 
Cber intaktem Prokoliagen (Typ III) und pN-Kolla- 
gen (Prokoliagen. dem das C-terminale Propeptid 
fehit. Peak 4a), intaktem aminoterminalen Prokolia- 
gen Peptid (Typ III) (Peak 5a) sowie Col 1 und 
Abbauprodukten des aminoterminalen Prokoliagen 
Peptids (Typ III) mit gleichem Moiekulargewicht wie 
Col 1 (Peak 6a). 

Zur Herstellung dieses monoklonalen Antikor- 
pers verfahrt man im wesentlichen wie oben be- 
schrieben. Besonders bevorzugt wird mit einer Zel- 
linie gearbeitet, die durch Fusion von Lymphozyten 
aus Prokoliagen Peptid (Typ III) immunisierten 
Mausen des SJL-Stamms mit der Maus Myelom- 
Zellinie P3X63AG8.653 hergestellt wird. Diese Zel- 
tinie ist bei European Collection of Animal Ceil 
Cultures (ECACC), PHLS Centre for Applied Micro- 
biology and Research, Porton Down. Salisbury, 
SP40JG. U.K. unter der Nummer 87042308 hinter- 
legt. 

in den folgenden Beispielen wird die Erfindung 
weitergehend erlautert. Prozentangaben beziehen 
sich auf das Gewicht, wenn nicht anders angege- 
ben. 



Beispiel 1 



Hersteiiung von Prokoliagen Peptid (Typ 111) 

Prokollagen-Peptid (Typ 111) wird hergestellt 
durch Einwirkung von Kollagenase auf Prokoliagen 
(Typ lil) bei 37 ' C. Hierbei wird das Peptid keinen 
Denaturierungsmitteln ausgesetzt. Zur Herstellung 
grc/3erer Mengen des Peptids wird ein modifizier- 
tes Verfahren angewendet. Alle Verfahrensschritte 
bis zur Einwirkung der Kollagenase werden im Kal- 
teraum durchgefuhrt. Die verschiedenen NaCl-Lo- 
sungen. die zur Loslichmachung eingesetzt wer- 
den, enthatten 0,05 M Tris-HCt. pH 7.4. 0,01 M 
EDTA, Natriumazid (200 mg/ml) und die Protease- 
Inhibitoren Phenyimethylsuifonylfiuorid (3 ug/ml) 
und p-Chlormercuribenzoat (3 ug/ml). 

Fcetale Kalberhaut (3 kg) wird in 10 I 1 M NaCI 
homogenisiert und zwei Tage extrahiert. Gelostes 
Kollagen wird aus der Extraktionslosung gefallt 
durch Zugabe von festem NaCl bis zu einer End- 
konzentration von 2,5 M. Nach Rtihren uber Nacht 
wird das Prazipitat durch Zentrifugation gesammelt 



(1800 X g, 20 Minuten), zweimal mit 2,5 M NaCl 
gewaschen und wieder getost. indem es uber 
Nacht in 10 1 0.5 M NaCl geruhrt wird. Kleine 
Mengen unloslichen Materials werden durch Zentri- 
5 fugation entfernt. Die so erhaitene Mischung von 
Kollagen (Typ 111) und Prokoliagen (Typ 111) wird mit 
1.6 M NaCl gefallt. Das Prazipitat wird dann in 2 1 
0,05 M Tris-HCl (pH 8,0) suspendiert und nach 
Zusatz von 0,02 M CaCl2 20 Minuten auf 50 ]C 
70 erhitzt und anschlie/3end 3 Stunden bei 37 C 
zusammen mit 1500 U bakterieller Kollagenase 
(CLSPA. Worthington. USA) pro Gramm feuchtes 
Prazipitat inkubiert. Nach Einwirkung der Kollage- 
nase wird das gebildete Prazipitat durch Zentrifu- 
75 gation abgetrennt und die Losung dialysiert gegen 
0,005 M Tris-HCI. pH 8.0, 6,8 M Harnstoff und uber 
eine DEAE-Cellulosesaule (5,0 x 30 cm) gegeben. 
die mit dem gleichen Puffer aquilibriert wurde. 

Die auf der Saule gebundenen Proteine werden 
20 mit einer NaCl-Losung ausgewaschen, deren Kon- 
zentration von 0 bis 0,3 M ansteigt. Die gesamte 
Elutionsmenge betragt 2 1. Die aus der Saule aus- 
flie/3ende Losung wird bezuglich der Absorption bei 
236 nm und ihrer Antigenaktivitat durch Verwen- 
25 dung von Antikorpern uberpruft, die spezifisch fur 
das aminoterminale Segment des Prokoliagen (Typ 
111) sind. Normalerweise enthalt der letzte Peak, der 
aus der Saule eluiert wird, das Prokollagen-Peptid 
(Typ III). Das Peptid wird durch Dtalyse gegen 
30 destilllertes Wasser entsalzt und iyophilisiert. Die 
weitere Reinigung erfolgt auf einer Saule mit Aga- 
rose A 1,5 M (2 X 120 cm) (Fa. Biorad), die mit 1 M 
CaCl2. 0,05 M Tris-HCl, pH 7,5 aquilibriert ist. 

35 

Beispiel 2 



Hybridoma Herstellung 

40 

Mause vom SJL-Stamm werden mit 5 ug Pro- 
koliagen Peptid (Typ 111), das nach Beispiel 1 erhal- 
ten wurde, in Gegenwart von komplettem 
Freund'schen Adjuvans intramuskular immunisiert. 

45 Nach vier Wochen und nach drei Monaten wird die 
immunreaktion durch eine weitere intramuskulare 
Injektion von 5 ug Prokoliagen Peptid (Typ 111) in 
Gegenwart von inkomplettem Freund'schen Adju- 
vans verstarkt Drei Tage vor der Fusion wird die 

50 Immunantwort durch Injektion von weiteren 50 ug 
Prokoliagen Peptid (Typ 111) verstarkt. 

Zur Fusion werden die Tiere getotet und die 
Milzzellen isoliert. In Gegenwart von Polyethyleng- 
lykol werden die Milzzellen mit der Myeloma Zelli- 

55 nie P3X63AG8.653 fusioniert. (Die entstandene Zel- 
linie ist bei der ECACC unter der Nummer 
88030202 hinterlegt.) Durch Kultivierung der Fu- 
sionsmischung in Hypoxanthin-Aminopterin- 
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Thymidin-Medium uber einen Zeitraum von zwei 
Wochen wird auf Miizzell x P3X63AG8.653-Hybride 
selektioniert. Zur Erreichung einer monoklonalen 
Zellinie werden die erhaltenen Zellklone mehrfach 
subkloniert. Die Uberstande der entstandenen Zeil- 
kolonien werden im radioimmunologischen Bin- 
dungstest auf Antikorperproduktion getestet. So er- 
hait man den Bimonokionalen Antikorper PlIIP 226. 



Beispiel 3 



Radioimmun-Bindungstest 

300 ix! Zellkulturuberstand oder eine andere 
Probe, wie z.B. Aszites nach Zuchtung von 
Hybridonn-Zellen in der Bauchhohle von Mausen, 
werden mit 100 ul einer j.prokollagen Peptid 
(Typ 111) Losung (1 ng Protein/100 ul, hergestellt 
wie in EP 4940. Beispiel 1, beschrieben) uber 
Nacht inkubiert. Die gebildeten Antigen-Antikorper 
Konnplexe werden durch Zugabe von Anti Maus 
IgG Serum vom Schaf oder einer anderen Spezies 
ausgefallt. Nach Zentrifugation und Dekantleren 
des Oberstands wird die Mange der prazipitlerten 
Radioaktivitat im Gamma-Szintillationsspektrometer 
bestimmt. 



Beispiel 4 



Radioaktive Markierung der Antikorper 

0,2 ml einer Losung mit 0,2 mg des gema/3 der 
Deutschen Patentanmeldung P 37 14 633.5, Bei- 
spiel 2, gewonnenen monoklonalen Antikorpers PlI- 
IP 296 Oder eines anderen Antikorpers in 0,05 M 
Phosphatpuffer, pH 7,4, werden in etnem 
Polystyrol-Testrohrcinen (12 x 55 mm) vorgelegt 
und mit 100 MBq Na'^^ J-Losung, abgepuffert mit 
10 Ul 0,5 M Phosphatpuffer, pH 7,4, versetzt. Nach 
Zusatz von 50 ui einer wa/3rigen Losung von 20 ug 
Chloramin T wird 1 Minute gemischt. Anschlie/3end 
wird die Jodierungsreaktion durch Zugabe von 50 
ul einer wa/3rigen Losung von 20 ug Natriumdisulfit 
beendet. Das nicht umgesetzte Na^^sj ^jrd an- 
schlie/Jend von dem ^^5 j.^aj^t^jerten Antikorper 
durch Chromatographie an einem Anionenaustau- 
scher abgetrennt. Die chromatographischen Frak- 
tionen, die den aufgereinigten s}-rr\ark\ener\ Anti- 
korper enthalten, werden mit einer Losung aus 20 
g Tween 20 und 14.6 g NaaEDTA in einem Liter 
0,05 M Tris-HCl, pH 8,0. verdunnt, so da/3 die 
Konzentration des markierten Antikorpers 200 ug/l 
betragt. 
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Beispiel 5 

Beschichtung von Testrohrchen mit den Antikor- 
5 pern 

Zur Fixierung von Antikorpern auf Polystyrol- 
Testrohrchen (12 x 75 mm) werden in jedes Rohr- 
chen 300 ul einer Losung von 4 mg/l Antikorper, 

10 z.B. PIMP 226, in 0.01 M Natriumphosphatpuffer, 
pH 6.4, gegeben und uber Nacht bei Raumtempe- 
ratur inkubiert. Anschlieflend wird die Antikorperio- 
sung abgesaugt und in jedes Rohrchen 500 ul 
einer 1 %igen Losung von Rinderserumalbumin in 

15 0,05 M Tris-Citrat, pH 7.5, gegeben. Nach Inkuba- 
tion uber Nacht bei Raumtemperatur wird die Lo- 
sung abgesaugt: Die Antikorperbeschichteten 
Rohrchen werden uber Silikagel getrocknet. 

20 

Beispiel 6 

immunoradiometrlscher Test (Radioimmunometric 
25 Assay, IRMA) 

0,1 ml der zu analysierenden Probe oder des 
Prokollagen Peptid (Typ lll)-Standards werden in 
Poly sty rol-Testrohrchen, die nach Beispiel 5 mit 

30 monoklonalem Antikorper PlilP 226 beschichtet 
wurden, unter Zusatz von 0.1 ml Phosphat-gepuf- 
ferter Saline (PBS) bei Raumtemperatur 2 Stunden 
inkubiert. Anschlie/3end werden die Testrohrchen 
zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen. Danach wer- 

35 den in die Rohrchen 200 ui ^^s j-markierter Antikor- 
per PIMP 296 (= 40 ng Antikorper) oder eines 
anderen Antikorpers gegeben und 2 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Radioaktivitat der 
an die Rohrchenwand gebundenen Antikorper-Anti- 

40 gen ^^s j.^ntikdrper-Komplexe wird nach zweimali- 
gem Waschen mit je 1 mi PBS und anschlie/3en- 
dem Dekantieren im Gamma-Szin- 

tillationsspektrometer bestimmt. 

Durch Vergleich einer Eichkurve, zu deren Er- 

45 stellung Standards mit unterschiedlichen Mengen 
Prokollagen Peptid (Typ Ml) eingesetzt werden, 
kann dann die Konzentration von Prokollagen Pep- 
tid (Typ III) in der unbekannten Probenlosung be- 
rechnet werden. Die Fig. 1 zeigt die Eichkurve des 

50 immunoradiometrischen Tests (B/T bedeutet Ver- 
haltnis von gebundener zu gesamt eingesetzter 
Radioaktivitat). 

55 Beispiel 7 



Bestimmung der Molekuiargewichtsverteilung der 
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mit PillP 226 reagierenden Antigene in menschii- 
chem Serum 

1 m! Serum werden per Geifiltrationschromato- 
graphie jber ein Allyldextran, vernetzt mit N,N - 
Methytenbisacrylamid [©Sephacryl S 300 Sauie 
(1.6 X 130 cm)L aquilibriert in PBS mit 0,04m % 
eines nicht-ionischen Detergens, beispielsweise ei- 
nes polyethoxylierten Sorbitan-Monoiaurats (Tween 
20), aufgetrennt. 0,2 ml jeder einzelnen Fraktion 
werden mit einer In Bezug auf die Menge des 
markierten Antigens limitierenden Menge des zu 
untersuchenden Antikorpers (in 0,1 mi Puffer) und 
0.1 ml '^-J-markiertem Prokollagen Peptids (Typ 
tli) fenthalt 1 ng Protein) uber Nacht bei 4 C 
inkubiert. Anschlie/3end wird mit einer voriier aus- 
getesteten Menge Anti-Maus IgG Serum vom Schaf 
in Gegenwart von 10 % Polyethylenglykol (PEG 
6000) 1 Stunde inkubiert. Die gefallten Antigen- 
Antikorper-Komplexe werden abzentrifugiert (1500 
X g) und nach Dekantieren wird im Gamma-Szintil- 
lationsspektrometer die Radioaktivitat bestimmt. 
Durch Vergleich mit einer Eichkurve, zu deren Er- 
steliung Standards mit unterschiedlichen Mengen 
Prokollagen Peptid (Typ Ml) eingesetzt werden, 
kann dann die Konzentration der mit dem einge- 
setzten Antikorper reagierenden Antigene in den 
Chromatcgraphie-Fraktionen bestimmt werden. Fig. 
2 zeigt das Elutionsprofil des mittets PillP 226 
bestimmten Antigens im Vergleich zu dem Profii 
des mit Hilfe von polyklonalen Antikorpern be- 
stimmten Antigens. 



Ansprtiche 

1. Mcnoklonaler Antikorper mit dem in Fig. 2 
dargestellten Reaktionsmuster gegenuber intaktem 
Prokollagen (Typ III) und pN-Kollagen (Peak la), 
intaktem aminoterminalem Prokollagen Peptid (Typ 
HI) (Peak 2a), Abbauprodukten des aminotermina- 
len Prokollagen Peptids (Typ lU), die mit ihrem 
Molekulargewicht zwischen dem des aminotermina- 
len Prokollagen Peptids (Typ Hi) und dem des Col 
1 iiegen (Peak 3a). sowie Col 1 und Abbauproduk- 
ten des aminoterminalen Prokollagen Peptids Typ 
III mit gleichem Molekulargewicht wie Col 1 (Peak 
4a). 

2. Mcnoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 
mit spezifischer Wirkung gegen ein Epitop des 
aminoterminalen Prokollagen Peptids (Typ III), das 
in Cot 1 nicht vorhanden ist. 

3. Mcnoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 
Oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 er der Klasse 
IgG angehort. 

4. Mcnoklonaler Antikorper nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 er durch ein Hybridom gebildet wird. 



das durch Fusion von Zellen einer Myelom Linie 
mit Lymphozyten eines zuvor mit aminoterminalem 
Prokollagen Peptid (Typ 111) immunisierten Tieres 
entstanden ist. 
5 5. Monoklonaier Antikorper PIIIP 226 der Hybri- 

doma Zellinie ECACC 88030202. 

6. Hybridoma Zellinie, die einen Antikorper ge- 
ma/3 der Anspruche 1 bis 5 produziert, gebildet 
durch Fusion von Zellen aus einer Myelom-Zellinie 

w und Lymphozyten eines zuvor mit Prokollagen 
Peptid (Typ III) immunisierten Tieres. 

7. Die Hybridoma Zellinie ECACC 88030202. 

8. Ein Verfahren zur Herstellung eines mono- 
klonalen Antikorpers nach einem oder mehreren 

75 der Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet, 
da/3 

a) Tiere mit aminoterminalem Prokollagen 
Peptid (Typ III) immunisiert werden, 

b) Lymphozyten gewonnen und mit Myelom- 
20 Zellen fusioniert werden. 

c) die Hybride hinsichtlich des Vorliegens 
eines Antikorpers mit den in einem der Anspruche 
1 bis 3 angegebenen Eigenschaften ausgewahit 
und kloniert werden und 

25 d) der Antikorper aus den genannten Klonen 

gewonnen wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch ge- 
kennzeichnet. da/3 zur Ausfuhrung des Schritts d) 

30 die Hybridoma Zellinie ECACC 88030202 einge- 
setzt wird. 

10. Verfahren zur quantitativen immunologi- 
schen Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ 111) 
mit Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, da/3 

35 a) eine flussige Probe, die aminoterminales 

Prokollagen Peptid (Typ III) oder Prokollagen (Typ 
Ml) enthalt, mit dem monoklonalen Antikorper nach 
einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5 zur 
Reaktion gebracht wird und 

4Q b) die Menge des aminoterminalen Prokolla- 

gen Peptids (Typ III) bzw. des Prokollagens (Typ 
111) uber den gebildeten Antigen-Antikorper-Kom- 
plex bestimmt wird. 

45 11. Verfahren zur quantitativen immunologi- 

schen Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ III) 
mit Antikorpern, dadurch gekennzeichnet. da/3 

a) der monoklonale Antikorper nach einem 
Oder mehreren der Anspruche 1 bis 5 an eine teste 

50 Matrix gekuppelt wird, 

b) eine flussige Probe, die aminoterminales 
Prokollagen Peptid (Typ lit) oder Prokollagen (Typ 
III) enthalt, mit dem genannten Antikorper zur Re- 
aktion gebracht wird und 
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c) das gebundene Antigen durch markierte 
nnonoklonale Oder polyklonale Antikorper mit Spezi- 
fitat fur Prokollagen Peptid {Typ Ml) oder Prokolia- 
gen (Typ 1(1) nachgewiesen wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet. da/3 in den Schritt a) polyklonale 
Oder monoklonaie Antikorper mit Spezifitat fur Pro- 
kollagen Peptid (Typ 111) und/oder Prokollagen (Typ 
111) und in den Schritt c) der markierte monoklonaie 
Antikorper nach einem oder mehreren der Anspru- 
che 1 bis 5 eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 in den Schritt b) als monoklona- 
ler Antikorper der Antikorper eingesetzt wird, der 
das in Figur 3 dargestelite Reaktionsmuster gegen- 
uber intaktem Prokollagen (Typ ill) und pN-Kolla- 
gen (Peak 4a). intaktem aminoterminalen Prokolla- 
gen Peptid (Typ 111) (Peak 5a) sowie Col 1 und 
Abbauprodukten des aminoterminalen Prokollagen 
Peptids (Typ III) mit gleichem Motekuiargewicht wie 
Col 1 (Peak 6a) aufweist. 

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet. da/3 in den Schritt a) als monoklona- 
ler Antikorper der Antikorper eingesetzt wird. der 
das in Figur 3 dargestelite Reaktionsmuster gegen- 
uber intaktem Prokollagen (Typ III) und pN-Kolla- 
gen (Peak 4a). intaktem aminoterminalen Prokolla- 
gen Peptid (Typ III) (Peak 5a) sowie Col 1 und 
Abbauprodukten des aminoterminalen Prokollagen 
Peptids (Typ II!) mit gleichem Molekulargewicht wie 
Col 1 (Peak 6a) aufweist. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14. da- 
durch gekennzeichnet. da/3 als monoklonaler Anti- 
korper PIIIP 296 der Hybridoma Zellinie ECACC 
87042308 eingesetzt wird. 

16. Eine diagnostische Zusammensetzung zur 
Feststellung der Prokollagen Peptid (Typ lll)-Menge 
in Korperflussigkeiten, gekennzeichnet durch eine 
wirksame Menge des monoklonalen Antikorpers 
nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, 
alleine oder in Kombination mit anderen Antikor- 
pern. im Gemisch mit einem diagnostisch annehm- 
baren Trager. 

Patentanspruche fur foigende Vertragsstaaten: ES, 
GR 

1. Monoklonaler Antikorper mit dem in Fig. 2 
dargestellten Reaktionsmuster gegenuber intaktem 
Prokollagen (Typ 111) und pN-Kollagen (Peak la), 
intaktem aminoterminaiem Prokollagen Peptid (Ty 
111) (Peak 2a). Abbauprodukten des aminotermina- 
len Prokollagen Peptids (Typ III), die mit ihrem 
Molekulargewicht zwischen dem des aminotermina- 
len Prokollagen Peptids (Typ 111) und dem des Col 
1 liegen (Peak 3a), sowie Col 1 und Abbauproduk- 
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ten des aminoterminalen Prokollagen Peptids Typ 
HI mit gleichem Molekulargewicht wie Col 1 (Peak. 
4a). 

2. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 
5 mit spezifischer Wirkung gegen ein Epitop des 

aminoterminalen Prokollagen Peptids (Typ 111), das 
in Col 1 nicht vorhanden ist. 

3. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 
Oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 er der Klasse 

70 IgG angehort. 

4. Monoklonaler Antikorper nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 er durch ein Hybridom gebiidet wird, 
das durch Fusion von Zeilen einer Myelom Linie 

75 mit Lymphozyten eines zuvor mit aminoterminaiem 
Prokollagen Peptid (Typ 111) immunisierten Tieres 
entstanden ist. 

5. Monoklonaler Antikorper PIMP 226 der Hybri- 
doma Zellinie ECACC 88030202. 

20 6. Hybridoma Zellinie, die einen Antikorper ge- 

ma/J der Anspruche 1 bis 5 produziert, gebiidet 
durch Fusion von Zeilen aus einer Myelom-Zellinie 
und Lymphozyten eines zuvor mit Prokollagen 
Peptid (Typ III) immunisierten Tieres. 

25 7. Die Hybridoma Zellinie ECACC 88030202. 

8. Ein Verfahren zur Herstellung des monoklo- 
nalen Antikorpers dem in Figur 2 dargestellten 
Reaktionsmuster gegenuber intaktem Prokollagen 
(Typ III) und pN-Kollagen (Peak 1a), intaktem ami- 

30 noterminalen Prokollagen Peptid (Typ III) (Peak 2a) 
Abbauprodukten des aminoterminalen Prokollagen 
Peptids (Typ 111), die mit ihrem Molekulargewicht 
zwischen dem des aminoterminalen Prokollagen 
Peptids (Typ II!) und dem des Col 1 liegen (Peak 

35 3a), sowie Col 1 und Abbauprodukten des amino- 
terminalen Prokollagen Peptids Typ 111 mit glei- 
chem Molekulargewicht wie Col 1 (Peak 4a). da- 
durch gekennzeichnet. da/3 

a) Tiere mit aminoterminaiem Prokollagen 
40 Peptid (Typ III) immunisiert werden, 

b) Lymphozyten gewonnen und mit Myelom- 
Zellen fusioniert werden, 

c) die Hybride hinsichtlich des Voriiegens 
eines Antikorpers mit den in einem der Anspruche 

45 1 bis 3 angegebenen Eigenschaften ausgewahit 
und kloniert werden und 

d) der Antikorper aus den genannten Klonen 
gewonnen wird. 

50 9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch ge- 

kennzeichnet, da/3 zur Ausfuhrung des Schritts d) 
die Hybridoma Zellinie ECACC 88030202 einge- 
setzt wird. 

10. Verfahren zur quantitativen immunoiogi- 
55 schen Bestlmmung von Prokollagen Peptid (Typ ill) 
mit Antikorpern. dadurch gekennzeichnet, da/3 
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a) sine flussige Probe, die aminoterminaies 
Prokoiiagen Peptid (Typ II!) oder Prokollagen (Typ 
III) enthalt, mit dem monokionalen Antikorper mit 
dem in Fig. 2 dargestellten Reaktionsmuster ge- 
genuber intaktem Prokollagen (Typ III) und pN- 5 
Kollagen (Peak la), intaktem aminoterminalenn Pro- 
kollagen Peptid (Typ Ml) (Peak 2a), Abbauproduk- 

ten des aminoterminaien Prokollagen Peptids (Typ 
III), die mit ihrem Molekulargewicht zwischen dem 
des aminotemrinalen Prokollagen Peptids (Typ 111) to 
und dem des Col 1 liegen (Peak 3a). sowie Col 1 
und Abbauprodukten des aminoterminaien Prokol- 
lagen Peptids Typ 111 mit gleichem Molekularge- 
wicht wie Col 1 (Peak 4a) zur Reaktion gebracht 
wird und 75 

b) die Menge des aminoterminaien Prokolla- 
gen Peptids (Typ III) bzw. des Prokollagens (Typ 
ill) uber den gebildeten Antigen-Antikorper-Kom- 
plex bestimmt wird. 

20 

1 1 . Verfahren zur quantitativen immunologi- 
schen Bestimmung von Prokollagen Peptid (Typ HI) 
m.it Antikcrpern, dadurch gekennzeichnet, 6a{i 

a) der monoklonaie Antikorper mit dem in 

Fig. 2 dargestellten Reaktionsmuster gegenuber in- 25 
taktem Prokoiiagen (Typ III) und pN-Kollagen (Peak 
la), intaktem aminoterminalem Prokollagen Peptid 
fTyp HI) (Peak 2a), Abbauprodukten des aminoter- 
minaien Prokollagen Peptids (Typ III), die mit ihrem 
Molekulargewicht zwischen dem des aminotermina- 30 
!en Prokoiiagen Peptids (Typ III) und dem des Col 
1 liegen (Peak 3a), sowie Col 1 und Abbauproduk- 
ten des aminoterminaien Prokollagen Peptids Typ 
III mit gleichem Molekulargewicht wie Col 1 (Peak 
4a) an eine feste Matrix gekuppelt wird. 35 

b) eine flussige Probe, die aminoterminaies 
Prokoiiagen Peptid (Typ HI) oder Prokollagen (Typ 
HI) enthait, mit dem genannten Antikorper zur Re- 
aktion gebracht wird und 

c^ das gebundene Antigen durch markierte 40 
monoKicnale oder polyklonale Antikorper mit Spezi- 
fitat fur Prokollagen Peptid (Typ HI) oder Prokolla- 
gen (Typ III) nachgewiesen wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge- 45 
kennzeichnet. da/3 in den Schritt a) polyklonale 
Oder monoklonaie Antikorper mit Spezifitat fur Pro- 
kollagen Peptid (Typ III) und/oder Prokollagen (Typ 

HI) und in den Schritt c) der markierte monoklonaie 
Antikorper mit dem In Fig. 2 dargestellten Reak- 50 
tionsmuster gegenuber intaktem Prokollagen (Typ 
HI) und pN-Kotlagen (Peak 1a), intaktem aminoter- 
minalem Prokollagen Peptid (Typ 111) (Peak 2a), 
Abbauprodukten des aminoterminaien Prokollagen 
Peptids fTyp HI), die mit ihrem Molekulargewicht 55 
zwischen dem des aminoterminaien Prokollagen 
Peptids (Typ III) und dem des Col 1 liegen (Peak 
3a). sowie Col 1 und Abbauprodukten des amino- 



terminaien Prokollagen Peptids Typ HI mit glei- 
chem Molekulargewicht wie Col 1 (Peak 4a) einge- 
setzt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 in den Schritt b) als monoklona- 
ler Antikorper der Antikorper eingesetzt wird, der 
das in Figur 3 dargestellte Reaktionsmuster gegen- 
uber intaktem Prokollagen (Typ HI) und pN-Kolia- 
gen (Peak 4a), intaktem aminoterminaien Prokolla- 
gen Peptid (Typ HI) (Peak 5a) sowie Col 1 und 
Abbauprodukten des aminoterminaien Prokoiiagen 
Peptids (Typ III) mit gleichem Molekulargewicht wie 
Col 1 (Peak 6a) aufweist. 

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet. da/3 in den Schritt a) als monoklona- 
ler Antikorper der Antikorper eingesetzt wird, der 
das in Figur 3 dargestellte Reaktionsmuster gegen- 
uber intaktem Prokollagen (Typ III) und pN-Kolla- 
gen (Peak 4a), intaktem aminoterminaien Prokolla- 
gen Peptid (Typ III) (Peak 5a) sowie Col 1 und 
Abbauprodukten des aminoterminaien Prokollagen 
Peptids (Typ HI) mit gleichem Molekulargewicht wie 
Col 1 (Peak 6a) aufweist. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, da- 
durch gekennzeichnet, da/3 als monoklonaler Anti- 
korper PHIP 296 der Hybridoma Zellinie ECACC 
87042308 eingesetzt wird. 

16. Eine diagnostische Zusammensetzung zur 
Feststellung der Prokoiiagen Peptid (Typ lll)-Menge 
in Korperflussigkeiten. gekennzeichnet durch eine 
wirksame Menge des monokionalen Antikorpers 
nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, 
alleine oder in Kombination mit anderen Antikor- 
pern, im Gemisch mit einem diagnostisch annehm- 
baren Trager. 
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